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Abstract 
CDX2 is a gene, which codes for a transcription factor: CDX2A. This gene has a crucial role in 
expression of specific genes in intestinal epithelial cells and differentiation and migration of the 
cells. Studies show that transscription of the CDX2 gene is decreased in patients with Inflammatory 
Bowel Disease (IBD). That causes the intestinal epithelial cells to not differentiate sufficiently. 
Other studies show that the CDX2 gene also expresses a variant of the protein CDX2A; vCDX2C. 
The vCDX2C-mRNA is up regulated in patients with IBD, which indicates that the vCDX2C protein 
reduces the CDX2A proteins function. We have examined whether or not the vCDX2C protein is 
dominant negative to the CDX2A protein through promoter analysis with two different promoters: 
LPH and SI in HeLa cells. We saw that both the vCDX2C protein and the CDX2A protein reduced 
the LPH promoters activity with about 20% in HeLa cells. Together the tro proteins reduced the 
LPH promoters activity with about 40% in HeLa cells. Furthermore, the promoter studies showed 
that the presents of the CDX2A protein increased the SI promoters activity with about 50% in HeLa 
cells. The presents of the vCDX2C protein decreased the SI promoters activity with about 10% in 
HeLa cells. In the presents of both proteins the vCDX2C protein decreased the CDX2A proteins 
increasing effect with more than 30% i HeLa cells. We found that the vCDX2C protein was 
dominant negative to the CDX2A protein for the SI promoter in HeLa cells.  
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Abstrakt 
CDX2 er et gen, som koder for en transskriptionsfaktor: CDX2A. Dette gen spiller en afgørende 
rolle i udtrykket af proteiner fra gener i intestinale epitelceller, samt differentiering og migrering af 
cellerne. Studier viser, at transskriptionen af CDX2-genet er nedreguleret hos patienter med 
Inflammatory Bowel Disease (IBD). Det bevirker, at deintestinale epitelceller ikke differentieres 
tilstrækkeligt. Andre studier viser, at CDX2-genet også udtrykker en variant af CDX2A-proteinet; 
vCDX2C. vCDX2C-mRNA’et er opreguleret hos patienter med IBD, hvilket tyder på, at vCDX2C-
proteinet reducerer funktionen af CDX2A-proteinet. Vi har undersøgt om vCDX2C-proteinet er 
dominant negativ over for CDX2A-proteinet vha. promotoranalyser af to forskellige promotorer; 
LPH og SI i HeLa-celler. Vi så, at både vCDX2C-proteinet og CDX2A-proteinet reducerede LPH-
promotorens aktivitet med omkring 20% i HeLa-celler. Sammen reducerede de to proteiner 
promotoraktiviteten med knapt 40% i HeLa-celler. Ydermere viste promotorstudierne, at 
tilstedeværelse af CDX2A-proteinet øgede SI-promotorens aktivitet med ca. 50% i HeLa-celler. 
Tilstedeværelse af vCDX2C-proteinet reducerede SI-promotorens aktivitet med omkring 10% i 
HeLa-celler. Ved tilstedeværelse af begge proteiner, reducerede vCDX2C-proteinet CDX2A-
proteinets øgende effekt på promotoraktiviteten med over 30% i HeLa-celler. Vi fandt, at vCDX2C-
proteinet var dominant negativ over for CDX2A-proteinet ved SI-promotorer i HeLa-celler.  
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Forord 
Dette projekt er udarbejdet af gruppe 11 (Ida Axholm, Kiwi Kjøller, Nina Haxgart, Redaa 
Razeeghi), som 2. semesterprojekt på den naturvidenskabelige bacheloruddannelse - Roskilde 
Universitet i perioden februar-juni 2014. 
Projektgruppen takker Katja Dahlgaard for god vejledning, samt vores opponentgruppe og deres 
vejleder for god og konstruktiv kritik.  
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1. Indledning   
Inflammatory Bowel Disease (IBD) er en kronisk sygdom, hvor udbrud af inflammation i tarmen 
forekommer. Ca. 25.000 danskere lider af IBD (Sundhedsstyrrelsens hjemmeside, 2007). IBD 
behandles med medicin og i forværrede tilfælde med kirurgisk indgreb. IBD er en overordnet 
betegnelse for tarmsygdomme såsom Crohn’s sygdom og colitis  (Coskun et al ., 2011). Årsagen til, 
at IBD er kronisk vides endnu ikke, men forskere har fundet en sammenhæng mellem IBD og 
caudal type homeobox 2 (CDX2) (Coskun et al., 2011). CDX2-genet ses nedreguleret hos patienter 
med IBD (Boyd et al., 2010). Nedreguleringen bevirker, at cellerne i tarmen ikke differentieres 
tilstrækkeligt, og at specifikke gener i intestinale epitelceller ikke udtrykkes (Coskun et al., 2011). 
CDX2-genet koder for et protein, der fungerer som en transskriptionsfaktor i tarmene. CDX2-genet 
koder for et alment kendt mRNA kaldet; CDX2A-mRNA. Der findes også en alternativ promoter i 
CDX2-genet, hvorfra en variant af CDX2A-mRNA bliver udtrykt; vCDX2C-mRNA (Personlig 
kommunikation med K. Dahlgaard, 2014). Forskere har fremsat en hypotese om, at proteinet som 
transskriberes fra vCDX2C-mRNA (vCDX2C-proteinet) er dominant negativ over for CDX2A-
proteinet (Personlig kommunikation med K. Dahlgaard, 2014). Denne hypotese er fremsat på 
baggrund af studier, som viser en nedregulering af CDX2A-mRNA i tarmvæv hos patienter med 
IBD. Dette ses i Figur 1. nedenfor, som også viser en tydelig opregulering af vCDX2C-mRNA i væv 
fra patienter med IBD.  
 
Figur 1. Søjle diagram over 
mængden af CDX2A-mRNA 
vs. vCDX2C-mRNA i hhv. 
rask tarmvæv og i væv fra 
patienter med IBD. Den grå 
søjle viser mængden af 
CDX2-mRNA, som refereres 
til som “CDX2” på figuren. 
Den sorte søjle viser 
mængden af vCDX2C-mRNA, 
som refereres til som 
“Isoform af CDX2” (K. 
Dahlgaard, 2014).  
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Hvis vCDX2C-proteinet er dominant-negativt over for CDX2A-proteinet, kan dette formodes at 
være en årsag til at IBD er kronisk. Formålet med denne projektrapport var, at verificere denne 
hypotese eksperimentelt, ved at undersøge, hvorvidt CDX2A-proteinet og vCDX2C-proteinet 
konkurrerer om det fælles binding site, som findes på de to udvalgte promotorer lactase-phlorizin 
hydrolase (LPH) og sucrase-isomaltase (SI). Dette blev undersøgt under forudsætning af 
semesterbindingen, som bygger på samspillet mellem teori, model og eksperiment. Vi benyttede 
baggrundsviden om bl.a. CDX2-genet og CDX2A- og vCDX2C-proteinet, transskription og 
promotorer til at udarbejde et eksperiment. 
2. Problemformulering 
Er vCDX2C-proteinet dominant negativ over for CDX2A-proteinet? 
 
2.1 Hypotese 
Den eksperimentelle del af vores projektarbejde er udarbejdet med en formodning om, at 
”vCDX2C-proteinet er dominant negativ over for CDX2A-proteinet”. Vi har derfor fundet det 
nødvendigt at opstille denne formodning som en hypotese. Baggrunden for hypotesen er tidligere 
studier, som viser en nedregulering af CDX2A-mRNA ved tilstedeværelse af vCDXC-mRNA 
(personlig kommunikation med K. Dahlgaard, 2014). 
 
3. Semesterbinding 
På RUC opererer vi med såkaldte semesterbindinger, dvs. retningslinjer for hvert semesters 
projektarbejde. På 2. semester lyder semesterbindingen som følger: 
“Modeller, teorier og eksperimenter i naturvidenskab. Formålet med projektet i andet semester er, 
at de studerende gennem arbejde med et repræsentativt eksempel får erfaring med 
grundvidenskabelige problemstillinger inden for naturvidenskaberne” (Blomhøj, 2014). Det er på 
baggrund af semesterbindingen, at vi har opstillet denne projektrapports problemformulering. Ud 
fra problemformuleringen blev der opstillet et eksperiment, som bygger på en grundvidenskab eller 
teori (biologiens Centrale Dogme). Modellen i vores arbejde, er opstillingen af eksperimenterne. Vi 
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har undervejs sikret os, at vores hypotese ville kunne falsificeres gennem negative kontroller, 
hvilket gør vores arbejde naturvidenskabeligt.  
 
4. Afgrænsning  
Som et hvert andet felt, er dette næsten grænseløst. Derfor har vi bevidst afgrænset vores 
undersøgelsesområde. Projektets overordnede fokus ligger i den eksperimentelle del af arbejdet, 
hvor vi har undersøgt vores problemformulering gennem et promotorstudie.  
Projektrapporten indeholder desuden teori om Det Centrale Dogme, men med fokus på 
transskription, idet vi beskæftiger os med en transskriptionsfaktor. Vi har også inddraget teori om 
CDX2-genet og CDX2A-proteinet, samt den formodede viden om vCDX2C-proteinet. Vi vil 
desuden gennemgå teori om CDX2-genets rolle i tarmene, og konsekvenserne ved dets fravær i 
tarmene, herunder med fokus på lidelsen IBD. IBD og andre sygdomme, hvor CDX2-genet 
formodes at spille rolle (tyktarmscancer eksempelvis), er ikke med i denne projektrapport.  
 
5. Målgruppe 
Målgruppen for denne projektrapport er studerende med en baggrundsviden inden for cellebiologi, 
biologisk kemi og molekylærbiologi. Vi har valgt denne målgruppe ud fra detaljeniveauet og 
sproget i projektrapporten. 
 
6. Nomenklatur  
Vi benytter en særlig nomenklatur i denne projektrapport, og vi har derfor valgt at medtage et helt 
afsnit med en gennemgang af den valgte nomenklatur.  
 
Vi skriver konsekvent ”CDX2” med versaler, uanset om der er tale om humane celler, museceller, 
gener, mRNA etc. Desuden har vi valgt at påpege, om der er tale om CDX2-genet, CDX2-mRNA 
eller CDX2A-proteinet gennem hele projektrapporten, for læserens skyld.  
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Da det er alment set, at alle humane gener skrives i kursiv, skrives CDX2-genet derfor også med 
kursiv i vores projektrapport. Det samme gælder her for DNA, eksempelvis vCDX2-cDNA. 
Ligeledes skriver vi mRNA i kursiv. I Denne projektrapport nævnes to forskellige mRNA ‘er, som 
begge transskriberes ud fra CDX2-genet; CDX2A-mRNA og vCDX2C-mRNA. 
 
Som nævnt ovenfor transskriberes der både CDX2A-mRNA og vCDX2C-mRNA fra CDX2-genet, og 
senere translateres der både CDX2A-protein og vCDX2C-protein. For overblikkets skyld, har vi 
valgt at indsætte hhv. ”A” og ”C”, når der er tale om mRNA og protein. Desuden skrives ”variant 
CDX2” altid med et lille v foran CDX2. 
 
Proteiner skrives i denne projektrapport ikke med kursiv. Translateres proteinet fra CDX2A-mRNA 
skrives det således: CDX2A-protein. Translateres det derimod fra vCDX2C-mRNA skrives det 
således: vCDX2C-protein.  
 
Ord fra fremmedsprog, som ikke benyttes på alment dansk, skrives i kursiv.  
 
Ved brug af forkortelser, skrives hele ordet ud første gang det nævnes, med forkortelsen i parentes. 
Derefter bliver der kun refereret til forkortelsen. Eksempelvis: Lactase-Phlorizin Hydrolase (LPH). 
Forkortelser skrives ikke med kursiv. 
 
Ord markeret med ’*’ er placeret i en ordliste med en forklaring på ordets betydning.  
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7. Teori 
Son nævnt i afsnit 3, bygger denne projektrapports problemformulering på grundvidenskaben om 
biologiens Centrale Dogme, som beskriver transskriptionen af gen til mRNA og translationen fra 
mRNA til protein. Vores fokus ligger i den første af de to delprocesser; transskriptionen. 
Dette afsnit indeholder en redegørelse af CDX2-genets funktion i intestinale epitelceller, 
transskription og transskriptionsfaktorer, CDX2-genet og de to udtrykte proteiner herfra; CDX2A 
og vCDX2C.  
7.1 CDX2-genets funktion i intestinale epitelceller 
CDX2A-proteinet spiller en vigtig rolle, som transskriptionsfaktor, i intestinale epitelceller. Disse 
celler, som udgør det intestinale epitelvæv, har derfor nogle særlige egenskaber, som bl.a. at 
opretholde tarmens indre balance (homøostase). Homøostase opretholdes ved at forhindre bakterier, 
vira og fungi i at gennemtrænge og angribe det intestinale epitelvæv bl.a. vha. tight junctions og 
mucus. Tight junction er epitelcellernes evne til at ligge helt tæt, mens mucus er et beskyttende 
slimlag med antiseptiske* enzymer (muciner). Ifølge Taylor et al. (1997) regulerer CDX2-genet 
uhæmmet vækst (proliferation) i det intestinale epitelvæv, og er afgørende for modning, 
differentiering og migrering af de intestinale epitelceller  (Taylor et al., 1997). Alle fire 
nævnte  funktioner er med til, at de intestinale epitelceller danner tight junctions. Mængden af 
CDX2-genets udtryk er dermed afgørende for epitelvævets permabilitet (Boyd et al., 2010). 
Ydermere viser tidligere studier, at CDX2A-proteinet regulerer andre vigtige transskriptionsfaktorer 
i epitelcellerne, som også styrer proliferation og differentiering. En nedregulering af CDX2-genet 
ødelægger derfor den intestinale homøostase af flere forskellige grunde. En ødelagt homøostase kan 
bl.a. resultere i en kronisk idiopatisk* inflammation, såsom colitis ulcerosa eller Crohn’s sygdom 
(Boyd et al., 2010). En fælles betegnelse for disse kroniske inflammationer er IBD. Ud over IBD, 
kan én af følgerne også være tyktarmscancer, som følge af en ukontrolleret proliferation (Coskun et 
al., 2011). 
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7.2 Transskription og transskriptionsfaktorer 
Som nævnt tidligere er CDX2A-proteinet en transskriptionsfaktor. Vi vil derfor i dette afsnit 
redegøre for transskription og transskriptionsfaktorernes rolle i denne delproces.  
 
Syntesen fra gen til protein består af to delprocesser; transskription og translation. Under 
transskriptionen laves et mRNA-transskript, der skal transportere informationen fra DNA’et inde i 
kernen, ud til translationen af proteinet i cytoplasma.  
Overordnet foregår transskriptionen fra DNA til RNA ved, at RNA-polymerase II deler det 
dobbeltstrengede DNA, syntetiserer RNA-transskriptet, og samler DNA-strengene igen (Reece et 
al., 2011). Transskriptionen indeholder hovedsageligt tre faser; initiering, elongering og 
terminering. 
 
Initieringen er den første del af transskriptionen, hvor RNA-polymerase II binder sig til DNA’et. 
Det er dog ikke tilfældigt, hvor RNA-polymerasen II binder. En promotor indeholder specifikke 
regioner med DNA-sekvenser, hvor RNA-polymerase II skal binde sig, for at transskriptionen kan 
påbegyndes (Nelson & Cox, 2013 ; Reece et al., 2011). 
For at kunne indlede transskription af RNA-polymerase II, er et kompleks af proteiner nødvendigt 
(Cooper, 2000; Nelson & Cox, 2013). Dette kompleks består af forskellige proteiner, som binder 
sig til DNA-sekvenser, samt på andre proteiner på promotoren, for at øge affiniteten af RNA-
polymerasen (Nelson & Cox, 2013). Transskriptionsfaktorer kan indeholde et DNA-bindende 
domæne (homeodomæne), som er den del af proteinet der binder til DNA-sekvensen. 
Transskriptionsfaktorer opdeles i to hovedgrupper, som er de generelle og de specifikke. 
Transskriptionskomplekset består af forskellige generelle transskriptionsfaktorer samt RNA-
polymerasen (Nelson & Cox, 2013). Visse generelle transskriptionsfaktorer er nødvendige for, at 
transskriptionen kan finde sted, bl.a. TFIIB, TFIIF og TFIIH, som hver især bidrager med 
forskellige funktioner i indledningen af transskription. Dette uddybes ikke mere i denne 
projektrapport. Udover disse findes der en række andre generelle transskriptionsfaktorer, men ikke 
alle er en nødvendighed for at transskriptionen kan finde sted (Cooper, 2000). På Figur 2 ses 
generelle transskriptionsfaktorer. 
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Figur 2. Her ses trinvist, hvordan de generelle transskriptionsfaktorer 
binder til promotorregionen på det enkeltstrengede DNA. DNA’et er 
illustreret som rød-brunligt lineært, hvor transskriptionsfaktorerne 
binder sig til. Nogle generelle transskriptionsfaktorer binder til 
hinanden og udgør sammen et transskriptionskompleks. Den orange 
transskriptionsfaktor illustrerer et TATA-bindende protein (TBP), som 
binder til TATA-boxen på  DNA-strengen. TATA-boxen er også 
markeret på den øverste del af figuren. På de tre nederste dele af 
figuren kan det ses hvordan andre generelle transskriptionsfaktorer 
(markeret med grønlige og blålige farver) binder til enten DNA-
sekvensen eller til andre proteiner i komplekset. RNA-polymerasen er 
markeret med lilla. Den nederste del af figuren, hvor generelle 
transskriptionsfaktorer sidder sammen med RNA-polymerasen kaldes 
et transskriptionskompleks (Cooper, 2000).  
 
De specifikke transskriptionsfaktorer er genregulerende 
transskriptionsfaktorer, som opregulerer (aktivatorer) eller 
nedregulerer (repressorer) transskriptionsniveauet (Torp, 
2010). Der findes flere forskellige typer af aktivatorer, som 
binder på forskellig vis til transskriptionskomplekset. En aktivator kan indeholde et homeodomæne 
og et aktiveringsdomæne. Homeodomænet er den del på transskriptionsproteinet, som binder sig til 
konsensussekvensen på DNA’et, hvor aktiveringsdomænet binder til transskriptionskomplekset, og 
dermed øger affiniteten for RNA-polymerase II (Cooper, 2000). På Figur 3 ses 
transskriptionskomplekset.  
 
Figur 3. Her ses, hvordan en aktivator binder 
til transskriptionskomplekset. Aktivatoren er 
placeret på venstre del af figuren, hvor den er 
markeret med hhv. lyseblå og mørkeblå. Den 
lyseblå del symboliserer den DNA-bindende 
del af proteinet, hvor den mørkeblå 
symboliserer aktiveringsdomænet, som er 
den del der binder til transskriptions-
komplekset (Cooper, 2000).  
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7.3 CDX2-genet og CDX2A-proteinet 
Som nævnt i afsnit 7.2 findes der både generelle og specifikke transskriptionsfaktorer. CDX2-genet 
koder for en specifik transskriptionsfaktor. Vi vil i dette afsnit redegøre for CDX2-genet og 
CDX2A-proteinet. CDX2A-mRNA transskriberes fra CDX2-genet og indeholder 3 exons. Ud fra 
CDX2A-mRNA translateres et protein (CDX2A-proteinet), som er 313 aminosyrer langt. CDX2A-
proteinet er i stand til at autoregulere transskriptionen af CDX2A-mRNA, ved at binde sig til sin 
egen promotor (Coskun et al., 2011). Når proteinet binder til sin egen promotor, øger det affiniteten 
af RNA-polymerase II, og virker derfor som en aktivator. Transskribering af CDX2A-mRNA kan 
også reguleres af andre transskriptionsfaktorer, som både kan være aktivatorer og repressorer (Boyd 
et al., 2010). Disse vil ikke blive uddybet videre i de kommende afsnit.  
CDX2A-proteinet er en transskriptionsfaktor for forskellige promotorer bl.a. LPH og  SI (Fang et 
al., 2000). Det betyder, at CDX2A-proteinets binding til disse promotorer øger transskription af 
mRNA (Fang et al., 2000), hvor der i  sidste ende bliver udtrykt et protein. CDX2-genet koder for et 
homeodomæne, som er et 60 aminosyre langt DNA-bindende domæne (Reece et al., 2011). 
Konsensussekvensen er den DNA-sekvens, som homeodomænet binder bedst til. CDX2A-
proteinets konsensussekvens er  TTTAT/C.  
 
7.4 CDX2-genet  og vCDX2C-proteinet 
Et forskerhold på RUC har forsket i CDX2-genets rolle i IBD. Deres undersøgelser viser, at der i 
CDX2-genet findes en alternativ promotor, som transskriberer en isoform af CDX2A-mRNA. Denne 
isoform betegnes vCDX2C-mRNA. vCDX2C-mRNA formodes også at kode for et protein, der 
fungerer som transskriptionsfaktor (Personlig kommunikation med K. Dahlgaard, 2014). 
 
Ligesom CDX2A-mRNA, består vCDX2C-mRNA også af 3 exons. Kun Exon 1 varierer fra CDX2A-
mRNA. Exon 2 og 3 er identiske hos CDX2A-mRNA og vCDX2C-mRNA, og koder for 
homeodomænet. Det forventes derfor, at vCDX2C-proteinet kan binde til samme DNA-sekvens, 
som CDX2A-proteinet (Personlig kommunikation med K. Dahlgaard, 2014). Exon 1 for vCDX2C-
proteinet, som også refereres til som 1B i Firgur 4, koder ikke for et aktiveringsdomæne (Personlig 
kommunikation med K. Dalgaard, 2014). Manglen på et aktiveringsdomæne reducerer affiniteten af 
RNA-polymerase II’s binding, sammenlignet med CDX2A-proteinet. 
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Figur 4. DNA, hvor humant CDX2-gen er afbilledet, og hvor CDX2A og vCDX2C er afbilledet, som hver deres mRNA. 
CDX2-genet ses øverst på figuren, hvor begge promotorer er markeret. Herunder ses CDX2A-mRNA afbilledet, hvor 
Exon 1A, Exon 2 og Exon 3 er markeret med brun og 5’ og 3’-enden UTR (untranslated regions) er markeret med en 
lys brun. Nederst ses vCDX2C-mRNA afbilledet, hvor det alternative exon Exon 1B, samt Exon 2 og Exon 3 er markeret 
med brun og 3’-enden er markeret med en lys brun (selvkonstrueret).  
 
CDX2A-mRNA ses nedreguleret hos patienter med IBD, og vCDX2C-mRNA ses opreguleret 
(Personlig kommunikation med K. Dahlgaard, 2014). Se Figur 1. Som nævnt tidligere kan dette 
resultere i, at intestinale epitelceller ikke differentieres, og dermed bliver modtagelige over for 
angreb fra bakterier (Coskun et al., 2011). Netop fordi CDX2A-mRNA ses nedreguleret hos patienter 
med IBD, og vCDX2-mRNA ses opreguleret, er det forskergruppen på RUC’s hypotese, vCDX2C-
proteinet er dominant-negativt over for CDX2A-proteinet (Personlig kommunikation med K.D. 
2014). 
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8. Metode 
For at undersøge vCDX2C-proteinets effekt på CDX2A-proteinets påvirkning af 
promotoraktiviteten, lavede vi et promotorstudie. Vi undersøgte aktiviteten af to forskellige 
promotorer: LPH og SI. Promotoraktiviteten blev undersøgt med udgangspunkt i hypotesen om, at 
vCDX2C-proteinet er dominant negativ over for CDX2A-proteinet. For at undersøge dette anvendte 
vi rapportørgenet luciferase, som var indsat i plasmidet  pGL3. Det var altså luciferaseaktiviteten, 
som vi målte promotoraktiviteten ud fra.  
For at undersøge vCDX2C-proteinets effekt på promotoraktiviteten, konstruerede vi pHIV-dTomato 
indeholdende vCDX2-cDNA (pHIV-vCDX2) vha. metoderne: Primer-design, vektorskæring, PCR-
reaktion og In-Fusion-kloning. Vi fik givet pHIV-dTomato indeholdende CDX2-cDNA (pHIV-
CDX2), og konstruerede det derfor ikke. Endvidere var promotorerne LPH og SI, på forhånd indsat 
foran luciferase-genet i pGL3. 
For at vCDX2C-proteinet kunne have en effekt på CDX2A-proteinets påvirkning af 
promotoraktiviteten, blev både, pGL3, pHIV-vCDX2 og pHIV-CDX2 transfekteret ind i celler 
(Luciferase Assays, 2014). Vi benyttede livmoderhalskræftceller (HeLa-celler), som ikke udtrykker 
CDX2A-proteinet naturligt (Biogps, 2014). Promotoraktiviteten skal normaliseres med en intern 
cellulær enzymaktivitet, her vha. β-galactosidase (Luciferase Assays, 2014). β-galactosidases 
enzymaktivitet er bl.a. et udtryk for HeLa-cellernes transfektionseffektivitet. Derfor transfekterede 
vi yderligere et plasmid ind i HeLa-cellerne; CMV-lacZ. LacZ udtrykker β-galactosidase og CMV 
er en viruspromotor og er konstitutiv aktiv, hvilket øger udtrykket af  β-galactosidase og dermed β-
galactosidase-aktiviteten (Promage, 2006). 
De følgende afsnit indeholder en begrundelse for valget af de otte anvendte plasmider, en opstilling 
af vores forventningerne til eksperimentets resultater, samt en gennemgang af alle de ovenstående 
metoder. Gennemgangen af de anvendte metoder kan endvidere ses på flowdiagrammet i Appendix 
1. 
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8.1 Anvendte plasmider 
For at undersøge vores hypotese, anvendte vi følgende otte plasmider:  
pGL3, som koder for luciferase. Enzymaktiviteten af luciferase er let at måle (Allard & Kopish, 
2008) og benyttes derfor ofte til promotorrapportør assay’s. 
pGL3 med en indsat LPH-promotor (pGL3-LPH) og pGL3 med en indsat SI-promotor (pGL3-SI), 
da CDX2A-proteinet øger disse promotorers aktivitet (Fang et al., 2000). Begge promotorer var 
indsat foran luciferase-genet. Både LPH og SI var på forhånd sat ind i pGL3. 
pHIV-dTomato, som koder for det fluorescerende protein dTomato (Add Gene, 2014). Vi 
observerede derfor en rød farve fra de celler, som havde transfekteret pHIV-dTomato. pHIV-
dTomato indeholder også et gen, som koder for ampicillinresistens. Dette benyttede vi til at 
udvælge de bakterier, hvori pHIV-dTomato var transfekteret, ved at udplade dem på agarplader 
med ampicillin.  
Vi anvendte også pHIV-dTomato med indsat hhv. vCDX2-cDNA (pHIV-vCDX2) og pHIV-
dTomato med indsat CDX2-cDNA (pHIV-CDX2). 
CMV-lacZ, som udtrykker  β-galactosidase og har en CMV er en viruspromotor, som er 
konstitutiv aktiv (Sun et al., 2012). Vi benyttede plasmidet som intern standard, da det ikke har 
indflydelse på hverken LPH eller SI’s aktivitet.  
Da der skal en vis mængde DNA til for, at det kan transfekteres ind cellerne, benytter også 
plasmidet  SK+, som fyld-DNA.  
 
8.2 Forventede resultater  
De otte forskellige plasmider blev kombineret i 12 forskellige prøver. Se Appendix 2. Hver af de 12 
prøver blev replikeret 4 gange, så der i alt var 48 prøver. Der blev foretaget målinger af både β-
galactosidase og luciferase for hver af de 48 prøver, så der i alt var 96 målinger.  
 
Vi forventede, at β-galactosidase-aktiviteten var ens for alle prøverne indeholdende CMV-lacZ, 
fordi β-galactosidase-aktiviteten var et udtryk for, om alt var forløbet som det skulle for prøverne. 
Dårlig pipettering, lysering, cellekvalitet og transfektionseffektivitet ville derfor påvirke β-
galactosidase-aktiviteten. Da alle prøver blev behandlet ens, forventede vi derfor en ens β-
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galactosidase-aktiviteten for alle prøverne. Alle nedenstående prøver indeholdte derfor CMV-lacZ, 
med undtagelse af den tolvte, som udelukkende indeholdte pHIV-dTomato.  
Derudover er det vigtigt at understrege, at alle prøverne, som indeholdte pHIV-dTomato, indeholdte 
den samme koncentrationen. Luciferaseaktiviteten kan derfor sammenlignes direkte på tværs af 
prøverne.  
 
Den første prøve indeholdte pGL3 + pHIV-dTomato (pGL3+pHIV), uden en indsat promotor. 
Denne prøve viste pGL3’s basisniveau af luciferaseaktiviteten i HeLa-celler. 
Den anden prøve indeholdte pGL3-LPH. Denne prøve lavede vi med henblik på at måle LPH-
promotorens basisniveau af luciferaseaktivitet. Vi forventede, at denne prøves luciferaseaktivitet 
ikke ville være forskellig fra prøven med pGL3-pHIV, da der ikke er CDX2A-protein til stede, som 
øger LPH-promotoraktiviteten (Fang et al., 2000).  
Den tredje prøve indeholdte pGL3-LPH + pHIV-dTomato. Her målte vi pHIV-dTomatos 
påvirkning af pGL3-LPH’s basisniveauet af luciferaseaktivitet. Vi forventede, at pHIV-dTomato 
ikke ville påvirke luciferaseaktiviteten, da plasmidet ikke koder for nogen transskriptionsfaktorer, 
der kan binde sig til LPH-promoteren. 
Den fjerde prøve indeholdte pGL3-LPH + pHIV-vCDX2. Denne prøve lavede vi som forsøgets 
negative kontrol for prøverne med LPH-promotorer. Vi forventede, at vCDX2C-proteinet ikke ville 
reducere luciferaseaktiviteten uden CDX2A-proteinets tilstedeværelse. 
Den femte prøve indeholdte pGL3-LPH + pHIV-CDX2. Denne prøve lavede vi som forsøgets 
positive kontrol for prøverne med LPH-promotorer. Vi forventede, at CDX2A-proteinet ville øge 
luciferaseaktivitet, idet det øger LPH-promotoraktiviteten (Fang et al., 2000). 
Den sjette prøve indeholdte pGL3-LPH + pHIV-vCDX2 + pHIV-CDX2. Fordi vi forventede, at 
vCDX2C-proteinet ville være dominant negativ over for CDX2A-proteinet, forventede vi en 
reduceret luciferaseaktivitet i denne prøve, sammenlignet med prøven med pGL3-LPH og pHIV-
CDX2. 
Den syvende prøve indeholdte pGL3-SI. Denne prøve lavede vi med henblik på at måle SI-
promotorens basisniveau af luciferaseaktivitet. Vi forventede, at denne prøve ikke ville være 
forskellig fra prøven med pGL3 + pHIV, da der ikke er  pHIV-CDX2 til stede, som øger SI-
promotoraktiviteten (Krasinski et al., 2001) 
Den ottende prøve indeholdte pGL3-SI + pHIV-dTomato. Med denne prøve målte vi pHIV-
dTomatos påvirkning af pGL3-SI’s basisniveau af luciferaseaktivitet. Vi forventede, at pHIV-
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dTomato ikke ville påvirke luciferaseaktiviteten, da plasmidet ikke koder for nogen 
transskriptionsfaktorer, der kan binde sig til SI-promoteren.  
Den niende prøve indeholdte pGL3-SI + pHIV-vCDX2. Denne prøve lavede vi som forsøgets 
negative kontrol for prøverne med SI-promotorer. Vi forventede, at vCDX2C-proteinet ikke ville 
reducere luciferaseaktiviteten uden CDX2A-proteinets tilstedeværelse. 
Den tiende  prøve indeholdte pGL3-SI + pHIV-CDX2. Denne prøve lavede vi som forsøgets 
positive kontrol for prøverne med SI-promotorer. Vi forventede, at CDX2A-proteinet ville øge 
luciferaseaktivitet, idet det øger SI-promotoraktiviteten (Taylor et al., 1997).  
Den ellevte prøve indeholdte pGL3-SI + pHIV-vCDX2 + pHIV-CDX2. Fordi vi forventede, at 
vCDX2C-proteinet ville være dominant negativ over for CDX2A-proteinet, forventede vi en 
reduceret luciferaseaktivitet i denne prøve, sammenlignet med prøven med pGL3-SI og pHIV-
CDX2. 
Den tolvte prøve indeholdte kun pHIV-dTomato. Vi forventede, at der ikke ville være nogen β-
galactosidase- eller luciferaseaktivitet, idet hverken pGL3 eller CMV-lacZ var til stede i prøven. 
 
8.3 Konstruktion af pHIV-vCDX2 
For at konstruere og amplificere plasmider benyttes metoden In-Fusion-kloning (Clontech, 2012) 
Vi anvendte In-Fusion-kloning til at konstruere plasmidet pHIV-vCDX2. In-Fusion-kloning var ét 
af fire trin i konstruktionen af pHIV-vCDX2: primerdesign, vektorskæring, PCR-reaktion og In-
Fusion-kloning. 
Ved In-Fusion-kloning indsættes vCDX2-cDNA i pHIV-dTomato. Før vi kunne lave In-Fusion-
kloning, var vi derfor nødt til at opformere vCDX2-cDNA med ender, der var homologe til pHIV-
dTomato. Vi opformerede vCDX2-cDNA i en PCR-reaktion med dertil designede primere.  
 
8.4 Design af primere til PCR-reaktion 
Vi designede to primere til PCR-reaktionen vha. Clonetech®, for at få opformeret dobbeltstrenget 
DNA fra begge komplementære templates under PCR. Endvidere blev primerne designet med 
homologe ender til pHIV-dTomato, så PCR-produktet kunne sættes sammen med pHIV-
dTomato.  Primerne kaldes reverse- og forward-primer, som indikerer hvilken ende af PCR-
produktet de sætter sig i. Forward-primeren sætter sig i 5’-enden og syntetiseres mod 3’-enden, 
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hvor reverse-primeren sætter sig i ‘enden’ af PCR-produktet og ligeledes syntetiseres fra 5’-enden 
mod 3’-enden af den komplementære template. Primerne indeholdte en komplementærsekvens til 
vektoren pHIV-dTomato (10 baser), skæringsstedet for EcoRI (GAATTC) og den  komplementære 
sekvens til vCDX2-cDNA på hhv. 16 og 21 baser. Her ses de to designede primere: 
 
KD31 (forward primer): 5’ CCGCTGAACTGAATTCCTGGGCATCGCTTTCT 3’ 
KD32 (reverse primer): 5’ TAACGTCGATGAATTCTCACTGGGTGACGGTGGGGTT 3’  
 
8.5 Amplificering af vCDX2-cDNA  
For en PCR-reaktion er DNA-polymerasen essentiel, for at kunne amplificere det ønskede (Reece et 
al., 2011). Til denne reaktion blev DNA-polymerasen Phusion Hot Start II anvendt i 
koncentrationen 0,02 µmol/L jf. protokollen fra Termo Scientific ®.  
 
Ved PCR-reaktionen amplificeres DNA i tre faser; denaturering, annealing og elongering. De tre 
faser foregår ved forskellige temperaturer og i forskellige tidsintervaller og gentages i cykler. 
Ved denaturering deltes det dobbeltstrengede DNA i 562-plasmidet ved 98˚C. Den høje temperatur 
ødelagde hydrogenbindingerne mellem baseparrene og resulterede i to enkeltstrengede DNA-
sekvenser (Reece et al., 2011). Under annealingen til den komplementære sekvens til vCDX2-
cDNA, sænkede vi  temperaturen til 68˚C. Her bandt primerne (KD31 og KD32) til de 
enkeltstrengede DNA-sekvenser. Herefter hævede vi  temperaturen til 72˚C og DNA-polymerasen 
(Phusion Hot Start II) var i stand til at syntetisere dobbeltstrenget DNA fra 5‘-enden mod 3’-enden. 
Derfor tilsatte vi frie nukleotider i koncentrationen 200µmol/µL. Efter 5 cykler var primerne i stand 
til at anneale til hele vCDX2-cDNA-sekvensen og de homologe ender, og kunne derfor anneale ved 
72˚C i stedet for 68˚C.   
 
Vi satte PCR-maskinen til først denaturerede vi ved 98˚C i 30 sek. Dernæst begyndte den første 
cyklus med denaturering ved 98˚C i 10 sek., annealing ved 68˚C i 10 sek. og elongering ved 72˚C i 
40 sek. Denne cyklus blev gentaget 5 gange. Derefter begyndte den anden cyklus med denaturering 
ved 98˚C i 10 sek. og annealing og elongering ved 72˚C i 50 sek. Denne cyklus gentages 25 gange. 
Til sidst elongerede vi i 4 sek. ved 72˚C. 
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Amplificering af vCDX2-cDNA skete ved en koncentration på 0,5 ng/µL, jf. anbefalingen fra 
Clonetech®. Ydermere skete reaktionen ved en primerkoncentration på 0,5 µmol/L af hhv. KD31 
og KD32 - de to primere (Clontech, 2012). 
8.6 Oprensning af PCR-produkt  
Da vi udelukkende ønskede at indsætte vCDX2C-cDNA i pHIV-dTomato, og ikke PCR-produkt 
med sekvenser fra 562-plasmidet, oprensede vi  vCDX2C-cDNA’et. Det gjorde vi ved først at køre 
hele PCR-produktet på en low-melting-gel elektroforese, med den skårede vektor og PCR-produkt 
jf. QIAquick gel extraction kit protokol, og herefter oprense gelen. Efterfølgende målte vi 
koncentrationerne af oprenset DNA på nanodrop.   
8.7 Skæring af pHIV-dTomato 
For at vCDX2-cDNA kunne indsættes i pHIV-dTomato, skulle plasmidet skæres. pHIV-dTomato 
blev skåret med restriktionsenzymet EcoRI ved længden 3820 bp (Add Gene, 2014), hvori vCDX2-
cDNA efterfølgende blev indsat. EcoRI blev valgt som restriktionsenzym, da skæringsstedet for 
dette sidder foran pHIV-dTomatos naturligt forekommende promotor, EF1A-promotoren. Se Figur 
5.Restriktionsskæringen forløb ved en DNA-koncentration på 2,5 µg/µL.  
 
Figur 5. Plasmidet 
pHIV-dTomato med 
viste skæringssteder 
og promotorer. 
EF1A-promotoren er 
angivet ved 3202 bp, 
hvorefter skærings-
stedet for restriktions-
enzymet EcoRI er 
angivet ved 3820 bp. 
Kilde: (Add Gene, 
2014).  
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8.8 In-Fusion-kloning 
For at konstruere det ønskede plasmid; pHIV-vCDX2, anvendte vi metoden In-fusion-kloning ved 
brug af In-Fusion® HD Cloning Kit (Clontech, 2012). Formålet med In-Fusion-kloning var, at 
konstruere og amplificere pHIV-vCDX2, ved at indsætte vCDX2-cDNA i pHIV-dTomato i 
bakterieceller.  
 
Vha. polyethylenimine (PEI) krystalliserede vi plasmiderne, så de lagde sig rundt om Mach 1-celler. 
March 1-celler en bakteriecelle, som formerer sig hurtigt. Efterfølgende fik bakterierne et 
varmechok ved 42˚C grader i 45 sekunder, hvor cellerne udvidede sig, og transformerede 
krystallerne ind. Efter transformeringen blev cellerne igen inkuberet* på is i 5 minutter. Dette 
medførte at March 1-cellerne igen fik deres normale størrelse. Bakterierne var efterfølgende i stand 
til at amplificere det konstruerede plasmid. Amplificeringen udføres ved hjælp af DNA-polymerase, 
som replikerer plasmidet.  
Vi ønskede at amplificere vCDX-cDNA i pHIV-dTomato. Dette blev gjort ved 3 prøver; én negativ 
kontrol, én positiv kontrol og én til at angive, hvorvidt PCR-produkt og pHIV-dTomato var 
sammensat. Alle tre prøver blev indsat i kompetente* March 1 celler og pladet ud på 
ampicilinagarplader. March 1 celler er E. Coli celler, og er deler sig hurtigt (Lifetechnologies, 2014) 
Den negative kontrol indeholdte kun vCDX2-cDNA og pHIV-dTomato, uden 5x In-Fusion HD 
enzyme mix. Enzym-mixet er afgørende for, om de to fragmenter sætter sig sammen. Vi forventede 
derfor ikke at se nogen kolonier på ampicilinagarpladen fra denne prøve. 
Den positive kontrol indeholdte kun plasmidet 562, som var template ved PCR-reaktionen og derfor 
indeholdte vCDX2C-cDNA. Her vidste vi, at vCDX2C-proteinet ville blive udtrykt, da 562 også er 
ampicilinresistent.  
Den sidste prøve indeholdte både vCDX2-cDNA og pHIV-dTomato og det afgørende 5x In-Fusion 
HD enzyme mix (Clontech, 2012). Her ville kun de sammensatte plasmider blive til 
bakteriekolonier, da pHIV-dTomato er ampicilinresistent.  
Af de fremvoksede kolonier udvalgte vi en og satte den i LB-medium med 100 mg/mL ampicilin i 
24 timer, for at udnytte March 1-cellernes hurtige replikation og dermed opformering af pHIV-
vCDX2.  Jf. Clonetech® anbefales det, at mængden af PCR-produkt (vCDX2-cDNA) er på 25.4 ng, 
og at koncentrationen af vektor (pHIV-dTomato) er på 200 ng. Med nanodrop målte vi vCDX2-
cDNA-koncentration til at være 55.1 ng/µL, hvoraf 0.5 µL (den anbefalede mængde) blev brugt til 
In-Fusion-kloning. Med nanodrop målte vi ligeledes vores pHIV-dTomato-koncentration til at være 
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12.1 ng/µL, hvoraf 7.5 µL blev brugt til In-Fusion-kloning. Det svarer til 90.75 ng, som er under 
halvdelen af den anbefalede mængde, hvilket kunne resultere i færre kolonier på 
ampicilinagarpladerne.   
Derefter oprensede vi pHIV-vCDX2 vha. metoden miniprep. Miniprep er en metode hvor en lille 
mængde DNA oprenses vha. vaskning med forskellige buffere, så cellevæg, proteiner og ribosomer 
bliver frasorteret. Vi målte herefter målte vi koncentrationen og renheden af pHIV-vCDX2 på 
nanodrop. Data kan ses i Appendix 2. 
8.9 Promotor rapportør assay 
Som tidligere nævnt, blev vores promotorrapportør assay anvendt til at måle promotoraktiviteten i 
humane celler, ved tilstedeværelse af vCDX2C- og CDX2A-proteinet. Til et rapportør assay, 
anvendes et rappotørgen (Allard & Kopish, 2008). I dette forsøg blev der anvendt luciferase.  
Som nævnt i afsnit 8.1 koder pGL3 for proteinet luciferase. Luciferase-aktiviteten blev anvendt som 
et mål for promotoraktiviteten i forsøget. På forhånd var der lavet to varianter af dette plasmid; et 
med promotoren LPH og et med promotoren SI. Dermed ville det være muligt at måle 
promotoraktiviteten, ved at måle den enzymatiske aktivitet af luciferase.  
Ved at transfekteres pHIV-vCDX2 og pHIV-CDX2, ind i en HeLa-celle sammen med pGL3-LPH 
eller pGL3-SI, kunne pHIV-vCDX2s påvirkning af pHIV-CDX2s effekt på de to promotorer måles 
vha. et luminometer.  
 
Transfektionen ind i HeLa-celler foregik på samme måde, som den tidligere nævnte transformation 
ind i March 1-celler. Vi udtog 100 µL fra hver af de 12 miks (listede i afsnit 8.2), og tilsatte 100 µL 
PEI. PEI anvendes til transfektion, ved at krystallisere DNA’et, så det får en positiv ladning. Disse 
krystaller kommer i kontakt med celleoverfladens negative ladning, og bliver dermed endocyteret* 
ind i cellerne, hvorefter det frigives i cytoplasma (Longo, Kavran, & Leahy, 2014). Under 
transfektionen var cellerne inkuberet i en time ved stuetemperatur. Derefter blev de inkuberet i to 
døgn ved 37˚C.  
HeLa-cellerne blev høstet og lyseret efter to døgn, jf. protokol for Dual Light System. Efter 
lyseringen blev enzymaktiviteten for luciferase og β-galactosidase målt med luminometer. 
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9. Resultater og analyse 
For at undersøge om vCDX2C-proteinet er dominant negativ over for CDX2A-proteinet, lavede vi 
et promotorrapportør assay med rapportørgenet luciferase. Luciferaseaktiviteten blev målt som et 
udtryk for promotoraktiviteten af hhv. LPH- og SI-promotorerne. Disse promotorer blev anvendt til 
forsøget, da det er vist, at CDX2A-proteinet fungerer som aktivator for netop disse (Boudreau et al., 
2002; Lewinsky et al., 2005; Taylor et al., 1997). De eksperimentelle målinger af luciferase-
aktiviteten kan ses på Figur 6. Som nævnt tidligere i afsnit skal rapportørgenets enzymatiske 
aktivitet normaliseres med en intern cellulær aktivitet. Derfor transfekterede vi også β-galactosidase 
ind i HeLa-cellerne. Målingerne af β-galactosidase-aktiviteten kan ses på Figur 7. Vi sammensatte i 
alt 12 kombinationer af plasmider. Se afsnit 8.2. Hver af disse prøver gentog vi i fire replika. 
Derudover målte vi både luciferase- og β-galactosidase-aktiviteten for hvert replika, hvilket gav os 
96 målinger. 
I dette afsnit præsenterer vi promotorstudiets målinger af enzymaktiviteten af luciferase og β-
galactosidase, og diskuterer dem.  
 
 
Figur 6. Søjlediagram af den enzymatiske luciferase-aktivitet for de fire replika af de respektive 12  prøver. Se afsnit 
8.2. Y-aksens enhed  er ukendt, men ”lys” målt på et luminometer, som indikerer den enzymatiske aktivitet. Rådata ses 
i Appendix 4.  
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Figur 7. Søjlediagram af den enzymatiske β-galactosidase-aktivitet for de fire replika af de respektive 12  prøver. Se 
afsnit 8.2. Y-aksens enhed er ukendt, men er ”lys” målt på et luminometer, som indikerer den enzymatiske aktivitet. 
Rådata ses i Appendix 4.  
 
Vi forventede, som nævnt i afsnit 8.2, at den enzymatiske aktivitet af  β-galactosidase ville være 
ens for alle prøver, undtagen den tolvte med pHIV-dTomato, som ikke indeholdte CMV-lacZ.  
Dette forventede vi, fordi CMV-promotoren (som driver udtrykket af β-galactosidase) ikke 
påvirkes af hverken pHIV-dTomato, vCDX2- eller CDX2-proteinet. Som det fremgår af Figur 7, 
målte vi ikke en ens β-galactosidase-aktivitet. Dette kan skyldes, at vi skiftede lyseringsmetode 
undervejs i lyseringen af HeLa-cellerne. Vi ændrede lyseringsmetode efter de fire replika med 
pGL3-LPH + pHIV-CDX2. Dette bærer de målte resultater præg af på Figur 7, hvor det fremgår, at 
de første 5 prøvers enzymatiske aktivitet, er lave sammenlignet med de efterfølgende 6 prøver. 
Ydermere blev luminometeret vasket forkert mellem målingerne af luciferase-aktiviteten og  β-
galactosidase-aktiviteten. Dette  resulterede i en lav værdi af β-galactosidase-aktiviteten i den 
første prøve med pGL3 + pHIV-dTomato.  
Vores teori om, at den lave enzymatiske aktivitet skyldes vaskningen, understøttes af de stigende 
målinger for de fire replika i den første prøve. Da enzymaktiviteten for  β-galactosidase i den første 
prøve er meget lavere end de øvrige prøver, fravælges denne i den videre analyse.   
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9.1 Den endogene aktivitet af luciferase og β-galactosidase i HeLa-
cellerne 
HeLa-celler udtrykker ikke naturligt luciferase eller β-galactosidase (Biogps, 2014). Derfor 
forventede vi, at der ikke kunne måles hverken luciferase- eller β-galactosidase-aktivitet i de fire 
replika, hvor kun pHIV-dTomato var transfekteret. Alligevel ses en svag enzymaktivitet i både 
Figur 6 og Figur 7. Disse målinger anså vi som HeLa-cellernes baggrundsaktivitet. De kan skyldes, 
at HeLa-cellerne har en endogen enzymatisk aktivitet, der svarer til luciferase- og  β-galactosidase-
aktiviteten. Vi anså dem ikke som HeLa-cellernes svage luciferase- og  β-galactosidase-aktivitet.  
Da vi betragtede disse målinger som baggrundsaktivitet, trak vi gennemsnittet af dem fra de alle de 
øvrige replika. Dette gjorde vi ved at tage gennemsnittet af de fire målinger af luciferaseaktiviteten 
ved pHIV-dTomato, fra alle de øvrige målinger af luciferaseaktivitet (hvert replika). Tilsvarende 
tog vi gennemsnittet af fire målinger af β-galactosidase-aktiviteten ved pHIV-dTomato, og trak det 
fra alle de øvrige målinger af β-galactosidase-aktiviteten (hvert replika). 
 
9.2 Normalisering af den enzymatiske luciferaseaktivitet  
Målingerne af β-galactosidase-aktiviteten er et udtryk for mængden af transfekteret DNA. De 
påvirkes derfor af pipetteringsteknik, lyseringsmetode, cellekvalitet og cellernes 
transfektionseffektivitet. Kun ved at tage målingerne af luciferaseaktiviteten over de tilhørende 
målinger for en cellulær intern aktivitet (her: β-galactosidase-aktiviteten), ser man 
promotoraktiviteten (Luciferase assays, 2014).  
Vi normaliserede derfor vores data vha. af denne formel:  
 
 
 
Vi målte kun en lille del af hver prøve på nanodrop. Men ved at tage forholdet mellem luciferase- 
og β-galactosidase-aktivitet, fik vi et sigende resultat for promotoraktiviteten. Forholdet mellem de 
to, må nemlig være det samme i vores pipettespids og i hele prøven, uanset om vi pipetterede 
”meget” eller ”lidt” DNA op ved måling på nanodrop. 
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Ved normalisering af vores data forventede vi, at spredningen mellem hver prøves fire replika ville 
blive mindre end på Figur 6. Forholdet mellem luciferase- og β-galactosidase-aktivitet burde 
nemlig være ens for de fire replika. Resultaterne ses i søjlediagrammet på Figur 8.  
 
 
Figur 8. Søjlediagram af den enzymatiske luciferaseaktivitet over den enzymatiske β-galactosidase-aktivitet fratrukket 
baggrundsaktiviteten. Y-aksen er enhedsløs, mens de respektive prøver ses ud af X-aksen.  
 
Som forventet så vi en mindre spredning i forholdet mellem luciferase- og β-galactosidase-aktivitet 
sammenlignet med kun én af de to aktiviteter. Se Figur 6.  
9.3 Var β-galactosidase en god intern standard? 
For at vi ville betragte β-galactosidase som en god intern standard, forventede vi, at  β-
galactosidases enzymaktiviteten vare fuldstændig upåvirket af de øvrige tilsatte plasmider i de 12 
respektive prøve. Vi vurderede dette ud fra variationen i eksperimentets målinger af β-
galactosidase-aktivitet. Se Figur 7. Variationen kunne skyldes konkurrence om eksempelvis 
generelle transskriptionsfaktorer, de forskellige plasmider imellem (personlig kommunikation med 
K. Dahlgaard, 2014). Fordi vi havde fejlkilder i form af skiftende lyseringsmetode og vaskning ved 
netop disse målinger (se afsnit 9), var det ikke muligt for os at vurdere om β-galactosidase-
aktiviteten ændredes afhængigt af de øvrige plasmider. Alligevel vurderede vi, at β-galactosidase 
var en brugbar intern standart til at besvare vores problemformulering. Se Figur 8. Til trods for de 
nævnte fejlkilder, så vi forskel på målingerne af prøverne med enten pHIV-CDX2 eller pHIV-
vCDX2, sammenlignet med målingerne af prøverne med både pHIV-CDX2 og pHIV-vDCX2. 
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9.4 HeLa-cellernes betydning for LPH- og SI-promotorens aktivitet  
Det er vist, at CDX2A-proteinet er en transskriptionsfaktor for både LPH- og SI-promotoren 
(Boudreau et al., 2002 ; Mitchelmore et al., 2000 ;  Taylor et al., 1997). Vi forventede derfor, at 
LPH-promotorens aktivitet ville være svarende til SI-promotorens aktivitet for hver respektive 
prøve. 
På Figur 9 ses gennemsnittet af hver prøves fire replika, plottet i et søjlediagram, med indtegnede 
standardafvigelser. 
 
 
Figur 9. Søjlediagram af den enzymatiske luciferaseaktivitet over den enzymatiske β-galactosidase-aktivitet fratrukket 
baggrundsaktiviteten, og med indsatte standartafvigelser for hver prøve. Y-aksen er enhedsløs, mens de respektive 
prøver ses ud af X-aksen. 
 
Imod vores forventning så vi en generelt lavere aktivitet af LPH-promotoren sammenlignet med SI-
promotoren. Det kunne skyldes, at HeLa-cellerne ikke indeholdte de specifikke 
transskriptionsfaktorer, som var nødvendige for at kunne rekruttere RNA-polymerasen ved LPH-
promotoren. Det er tidligere vist, at manglende specifikke transskriptionsfaktorer i HeLa-celler, 
medfører en manglende aktivering af LPH-promotoren (Troelsen et al., 2003).  
Yderligere så vi, at spredningen af hver prøves fire replika generelt er mindre for LPH-promotoren 
aktivitet, end spredningen for SI-promotorens aktivitet. Dvs. at hvert replika afviger mindre fra 
gennemsnittet ved prøverne med LPH-promotoren, end de gør for SI-promotoren. De mere stabile 
resultater for LPH-promotoren, antog vi skyldtes manglende promotoraktivitet. Da vi antog, at 
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LPH-promotoren ikke aktiveredes yderligere af specifikke transskriptionsfaktorer, var variationen 
af promotoraktiviteten lille.  
9.5 vCDX2C-proteinets påvirkning af CDX2A-proteinet.  
Som tidligere nævnt, er det vist, at CDX2A-proteinet er en transskriptionsfaktor for både LPH- og 
SI-promotoren (Boudreau et al., 2002; Mitchelmore et al., 2000; Taylor et al., 1997). Derfor 
forventede vi, at se samme øgede luciferaseaktivitet i prøven med pHIV-CDX2 for både LPH- og 
SI-promotoren, samt en reduceret luciferaseaktivitet i prøverne med pHIV-vCDX2 og pHIV-CDX2. 
Se afsnit 8.2.  
 
Modsat vores forventninger så vi, at CDX2A-proteinets påvirkning af promotoraktiviteten var 
forskellig for de to anvendte promotorer i HeLa-celler.  
På Figur 10 ses prøven med pGL3-LPH og pHIV-dTomato sat til 1, da netop den prøve var 
sammenligningsgrundlaget for de øvrige. 
 
 
Figur 10. Søjlediagram af den enzymatiske luciferaseaktivitet over den enzymatiske β-galactosidase-aktivitet 
fratrukket baggrundsaktiviteten, for prøverne med LPH-promotoren. Prøven med pGL3-LPH er 
sammenligningsgrundlaget for de øvrige prøver, og er derfor sat til 1. De respektive prøver ses ud af X-aksen. 
 
Promotoraktiviteten var reduceret for LPH-promotoren i prøven med pGL3-LPH og pHIV-vCDX2, 
med næsten 30% sammenlignet med prøven med pGL3-LPH og pHIV-dTomato. Imod 
forventningerne så det ud som om, at vCDX2C-proteinet havde en reducerende effekt på 
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promotoraktiviteten, uden CDX2A-proteinets tilstedeværelse. Ligeledes var promotoraktiviteten 
reduceret med over 20% i prøven med pGL3-LPH og pHIV-CDX2 sammenlignet med prøven med 
pGL3-LPH og pHIV-dTomato. CDX2A-proteinet havde altså ikke en øgende effekt på LPH-
promotorens aktivitet i HeLa-celler. Derimod var CDX2A-proteinet repressor for LPH-
promotorens aktivitet på lige fod med vCDX2C-proteinet. Samme tendens så vi i prøven med 
pGL3-LPH, pHIV-vCDX2 og pHIV-CDX2. Promotoraktiviteten var her yderligere reduceret med 
knapt 40%, hvilket passede med, at de to proteiner sammen havde en dobbelt reduceret effekt på 
LPH-promotorens aktivitet. Denne tilsyneladende effekt som repressor på promotoraktiviteten, 
kunne også skyldes mangel på andre specifikke transskriptionsfaktorer i HeLa-cellerne. Se afsnit 
9.4. Det kunne også skyldes en begrænset mængde generelle transskriptionsfaktorer i HeLa-
cellerne, som plasmiderne skal konkurrere om. Se afsnit 9.3. 
 
På Figur 11 ses prøven med pGL3-SI og pHIV-dTomato sat til 1, da netop den prøve var 
sammenligningsgrundlaget for de øvrige. 
 
 
Figur 11. Søjlediagram af den enzymatiske luciferaseaktivitet over den enzymatiske β-galactosidase-aktivitet fratrukket 
baggrundsaktiviteten, for prøverne med SI-promotoren. Prøven med pGL3-SI er sammenligningsgrundlaget for de 
øvrige prøver, og er derfor sat til 1. De respektive prøver ses ud af X-aksen. 
 
I prøverne for SI-promotoren så vi, imod vores forventning, en svagt reduceret promotoraktivitet i 
prøven med pGL3-SI og pHIV-vCDX2, sammenlignet med prøven med pGL3-SI og pHIV-
dTomato. Da reduktionen var på omkring 10%, var det ikke sigende for, om vCDX2C-proteinet 
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også her havde en reducerende effekt på promotoraktiviteten, uden CDX2A-proteinets 
tilstedeværelse.  
Resultaterne viste også, at CDX2A-proteinet øgede SI-promotorens aktivitet med næsten 50% i 
HeLa-celler, sammenlignet med prøven med pGL3-LPH og pHIV-dTomato. Prøven med både 
pHIV-vCDX2 og pHIV-CDX2 viste en øgning af promotoraktiviteten på over 10 % sammenlignet 
med prøven med pGL3-SI og pHIV-dTomato, hvilket stemte overens med vores forventninger ved 
tilstedeværelse af CDX2A-proteinet. Ydermere var prøven reduceret med lidt under 30% 
sammenlignet med prøven med  pHIV-CDX2.  
Da vi netop forventede en øget promotoraktivitet ved CDX2A-proteinets tilstedeværelse, var SI-
promotorstudiet sigende for vores problemformulering. Dette indikerede, at vCDX2C-proteinet 
havde en reducerende effekt på CDX2A-proteinets øgende effekt på promotoraktiviteten.  
 
Netop fordi prøven med pGL3-SI, pHIV-vCDX2 og pHIV-CDX2 svarede til gennemsnittet af de to 
prøver med hhv. pHIV-vCDX2 og pHIV-CDX2, vurderede vi, at β-galactosidase var en brugbar 
intern standard. På samme måde var prøven med pGL3-LPH, pHIV-vCDX2 og pHIV-CDX2 
reduceret med det sammen som begge prøver (hhv. pHIV-vCDX2 og pHIV-CDX2) til sammen var 
reducerede med. Disse resultater var også årsagen til, at vi vurderede vores resultater kunne besvare 
vores problemformulering, til trods for eksperimentets fejlkilder.  
 
	    
Side	  32	  af	  41	  
	  
10. Konklusion 
Promotorstudierne viste, at tilstedeværelse af CDX2A-proteinet reducerede LPH-promotorens 
aktivitet med over 20% i HeLa-celler. Tilstedeværelse af vCDX2C-proteinet reducerede også LPH-
promotorens aktivitet med over 20% i HeLa-celler. Sammen reducerede de to proteiner 
promotoraktiviteten med knapt 40% i HeLa-celler. Dette vurderede vi skyldtes manglende andre 
specifikke transskriptionsfaktorer i HeLa-celler og/eller en begrænset mængde generelle 
transskriptionsfaktorer, som plasmiderne konkurrerede om indbyrdes.  
Ydermere viste promotorstudierne, at tilstedeværelse af CDX2A-proteinet øgede SI-promotorens 
aktivitet med ca. 50% i HeLa-celler. Tilstedeværelse af vCDX2C-proteinet reducerede SI-
promotorens aktivitet med omkring 10% i HeLa-celler. Ved tilstedeværelse af begge proteiner, 
reducerede vCDX2C-proteinet CDX2A-proteinets øgende effekt på promotoraktiviteten med over 
30% i HeLa-celler. 
 
Vi fandt dermed, at vCDXC-proteinet var dominant negativ over for CDXA-proteinet for SI-
promotoren i HeLa-celler. 
 
Hvorvidt vCDXC-proteinet også er dominant negativ over for CDXA-proteinet i intestinale 
epitelceller, og om det er årsag til IBD, kræver videre undersøgelse.  
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Ordliste 
Amplificering 
Mangfoldiggørelse af genetisk materiale. I denne opgave er DNA’et amplificeret ved PCR-reaktion 
og In-Fusion-kloning. Vi har dermed anvendt enzymatiske reaktioner til mangfoldiggørelse af 
DNA. 
 
Antiseptiske enzymer  
Enzymer der virker bakteriedræbende- eller hæmmende. I denne opgave refereres til antiseptiske 
enzymer som en del af det beskyttende slimlag i de intestinale celler.  
 
Dominant negativ 
Når et genprodukt hæmmer funktionen af et andet produkt. I denne opgave undersøges om 
vCDX2C-proteinet er dominant negativ overfor CDX2A-proteinet. Med dette menes der, om 
vCDX2C-proteinet hæmmer CDX2A-proteinet funktion på promotoraktiviteten.  
 
Endocyteret 
Når celler optager væske og næringsstoffer fra omgivelserne.  
 
Idiopatisk 
Lidelse der opstår uden påviselig årsag. I denne opgave er refereres til Chron’s sygdom som en 
kronisk idiopatisk inflammation, der er kædet sammen med en nedregulering af CDX2A-genet. 
 
Inkuberet 
At dyrke noget. I denne opgave er inkubering anvendt under tranformeringen af pHIV-vCDX2 ind i 
Mach 1 celler. Ydermere er inkuberingen anvendt under In-Fusion-kloning, hvor pHIV-vCDX2 
blev transfekteret ind i HeLa-celler.  
 
Kompetente celler 
Celler der er i stand til at optage DNA. I denne opgave anvendes både Mach 1- og HeLa-celler, som 
begge er i stand til at optage DNA, og dermed er kompetente.  
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Template 
Den del af en RNA- eller DNA-sekvens, der fungerer som “skabelon” dannelsen af en ny 
komplementær sekvens. I denne opgave er ordet template anvendt i sammenhæng med PCR-
reaktionen og In-Fusion-kloning. 
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Appendix 1 
Flowdiagram over anvendte metoder.  
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Appendix 2 
DNA-præparationer. Tallene angiver hvilke plasmider der er anvendt i prøverne 1-12. Ydermere er 
angivet hvilke koncentrationer plasmiderne havde, samt hvor mange µL der blev anvendt. 
 
Plasmid nummer  Plasmid navn Koncentration (µg/µL) 
68 pGL3 0,0123 
170 pGL3 LPH1044 13910 C sal 0,0335 
188 pGl3-SI200 0,0108 
20 CMV-lacZ 0,0275 
39 SK+ / pUC18/pUC19 0,0123 
525 pHIV-dTomato 0,0151 
565 pHIV-dTomato-CDX2 0,009 
 
pHIV-dTomato-vCDX2 
(eget konstrukt) 
0,0252 
 
Tabellen angiver hvilke plasmider der blev anvendt til promotorrapportør assay’et. Ydermere er plasmidernes nummer, 
samt startkoncentration angivet. 
 
 
Tabellen angiver de anvendte kombinationer af plasmider i prøverne 1-12. Endvidere angives hvor mange µL, der blev 
brugt af hvert plasmid.  
 
  
Side	  39	  af	  41	  
	  
Appendix 3 
Koncentrationer af amplificeret DNA ved In-Fusion-kloning. DNA’et er udtrukket fra Mach 1 celler ved 
miniprep, hvorefter koncentrationerne er målt ved nanodrop.  
Rør DNA-koncentration ng/uL 260/280 
Renlighed af prøven 
260/230 
Renlighed af prøven 
1 271 ng/uL XX XX 
2 178 ng/uL 1.95 2.30 
3 273 ng/uL 1.93 2.30 
4 239.2 ng/uL 1.99 2.30 
5 293.6 ng/uL 1.92 2.25 
6 311.5 ng/uL 1.93 2.28 
7 196.8 ng/uL 1.98 2.31 
8 264.9 ng/uL 1.92 2.30 
9 284.3 ng/uL 1.94 2.27 
Tabel 2. Målinger foretaget ved nanodrop efter miniprep, af transformeret og opformeret DNA. 
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Appendix 4 
Målte data med luminometer. Tallene er et mål for udtrykt luciferase (tabel.) og β-galactosidase 
(tabel.), da plasmider udtrykkende disse proteiner, med indsat LPH- og SI-promotorer er anvendt 
som rapportørgener. Ydermere anvendes tallene til promotorstudier, hvori aktiviteten af hhv. 
vCDX2C- og CDX2A-proteinerne analyseres.  
 
 pGL3 
(1) 
pGL3 
LPH1044  
13910 C 
Sal (2) 
pGL3 LPH m. 
pHIV-
dTomato (3) 
pGL3 LPH 
m. pHIV-
vCDX2 (4) 
pGL3 LPH 
med pHIV-
CDX2 (5) 
pGL3 LPH med 
pHIV-CDX2 + 
pHIV-vCDX2 
(6) 
1 542 176 300 266 251 237 
2 684 245 309 311 304 268 
3 704 260 261 325 314 246 
4 719 262 276 250 339 249 
Tabel 1. Rådata fra luminometer. Tabellen angiver målinger af luciferase.  
 
 
pGL3-
SI200 
(7) 
pGL3-SI med 
pHIV-
dTomato (8) 
pGL3-SI 
med pHIV-
vCDX2 (9) 
pGL3-SI 
med pHIV-
CDX2 (10) 
pGL3 -SI med 
pHIV-CDX2 + 
pHIV-vCDX2 
(11) 
pHIV-
dTomato 
(12)  
1 412 1023 832 2114 1164 77 
2 571 608 982 1644 1252 83 
3 635 641 759 1861 1002 73 
4 622 715 726 1827 1094 89 
Tabel 2.  Rådata fra luminometer. Tabellen angiver målinger af luciferase.  
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pGL3 
(1) 
pGL3 
LPH1044 
13910 C Sal 
(2) 
pGL3 LPH 
med pHIV-
dTomato (3) 
pGL3 LPH 
med pHIV-
vCDX2 (4) 
pGL3 LPH 
med pHIV-
CDX2 (5) 
pGL3 LPH 
med pHIV-
CDX2 + pHIV-
vCDX2 (6) 
1 39407 1163341 1576897 1774886 1737448 3003138 
2 161703 1782154 1407665 1939796 1828110 3027561 
3 322716 1656065 1161727 2187740 1771241 2819256 
4 554526 2104040 1073809 1324852 2081931 2783203 
Tabel 3.  Rådata fra luminometer. Tabellen angiver målinger af β-Galactosidase  
 
 
pGL3-
SI200 (7) 
pGL3-SI med 
pHIV-dTomato 
(8) 
pGL3-SI med 
pHiv-vCDX2 
(9) 
pGL3-SI med 
pHIV-CDX2 
(10) 
pGL3 -SI med 
pHIV-CDX2 + 
pHIV-vCDX2 
(11) 
pHIV-
dTomato 
(12) 
1 2081759 2366291 2665309 3840901 2624017 3009 
2 2317707 1522129 2752213 3175612 2893806 2354 
3 2504711 1711357 2283382 3369394 2493675 2312 
4 2724432 1994071 1944369 3000711 2425977 2647 
Tabel 4. Rådata fra luminometer. Tabellen angiver målinger af β-Galactosidase  
 
	  
	  
